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反復区　　　チヨホナミ CT2 チヨホナミ CT2 チヨホナミ CT2
9（％〉 9（％） 9（％） 9（％） 9（％） 9（％）
タイヌヒエ　　101．1（100．0）　　　10．2　（10，1）
カヤッリグサ類　　7．0（100．0）　　　2．3　（32．7）
コナギ　　　　　7．6（100．0）　　　2．4　（3L4）
ホタルイ　　　　3．2（100．0）　　　0．0　（0．0）
オモダカ　　　33．7（100．0）　　　34．2（101．4）
その他広葉雑草　21．0（100．0）　　　8，1　（38，5）
23．8（100．0）
1．0（100．0）
3．2　（100．0）
0．4　（100．0）
58．1　（100．0）
2．9　（100．0）
14。6（6L3）
0．7　　（69．4）
0。5（15．1）
0．0　（0．0）
48．2　　（83．1）
3．3　（II5．1）
121．0　（100．0）
LO（100．0）
12．1　（100．0）
0．9　（100．0）
98．1（100．0）
8。4（100．0）
154．4　（127．5）
0．7　　（69，4）
11．4　　（94．2）
1．3　（145．5〉
97．0　　（98．9）
6．8（80．9）
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の数がほぼ同数で最も多かった．最高分げっ期と開
花期の両期において「チヨホナミ」区とCT2区での
目別に分けた昆虫数に差異は認められず，両区に生
息する昆虫相には差異は無いと考え、られる．
3）雑草調査
　雑草調査区では移植後に無除草とし，発生する雑
草を調査した結果を表10に示した．試験圃場は前
年までほぼ完全な除草を行っていた圃場だったた
め，土壌中の雑草種子は少なかった．このため，わ
ずかに残存した種子から雑草が発生し，各種雑草の
発生は均一でなく，調査圃場内で偏りがみられた．
特に発生数の少ない雑草では，調査区間での発生数
の偏りが大きかった．rチヨホナミ」区とCT2区で雑
草の発生に個体数および乾物重ともに差異がみられ
る区もあったが，圃場設計から判断して圃場の端に
近い区（1区のrチヨホナミ」，皿区のCT2）で雑草
の発生が多いという傾向がみられた，これらの結果
を判断して，CT2とrチヨホナミ」各栽培区では，
雑草の発生には明確な差異は認められないと考えら
れた．
N考
1．CT2とチヨホナミとの差異
　幼苗期にはCT2はrチヨホナミ」よりやや旺盛な
生育を示した．CT2では後述のように幼苗期での細
菌病抵抗性を示すため，苗箱での病原菌の自然感染
が抑制されていた可能性も考えられるが，この他に
遺伝的変異の可能性もあり，本実験の範囲ではCT2
の幼苗期でのやや旺盛な生育の原因は特定できな
い．
　移植から出穂までの生育期間にはCT2とrチヨホ
ナミ」に差異は認められなかったが，出穂期はCT2
で2日早かった．外来遺伝子の恒常的高発現の影響
としては外来タンパク質を多量に産生することによ
る生育遅延や生育抑制等が予想される．また，外来
タンパク質が抗菌性等の生物細胞に対する抑制的な
生理活性を持っている場合，イネ細胞に対しても生
理活性障害等による抑制的な効果をもっ可能性も考
えられる．このような生育の抑制や生理障害が発生
していたと仮定すると，出穂期前にも種々の障害が
観察されると考えられるが本試験ではそのような発
現は観察されなかった．また，このような障害によ
る出穂期の早期化であれば，その障害の発生が個体
内での量的な反応であるため，集団内での出穂期の
個体差が増大すると考えられるが，今回の圃場での
観察ではそのような傾向も認められなかった．した
がってこの出穂期の早期化は導入遺伝子による生理
障害ではなく，遺伝子導入操作に伴う突然変異に起
因する可能性が高い．しかしこれを明らかにするた
めには戻し交配等によって導入遺伝子と出穂期の変
異の遺伝的な関連を調査する必要がある．
　CT2の穂揃いはやや悪く，また遅れ穂のような桿
察
が短くまた穂長の短い穂がみられた．このような現
象は穂の形成または出穂を抑制する方向の変異であ
るため外来タンパク質の高発現の影響である可能性
も考えられるが，今回の隔離圃場試験の結果のみで
は判定できない．この判定にも戻し交配等による導
入遺伝子と穂揃い変異の遺伝的な関連を調査する必
要がある．
　CT2では1．7％という低い分離比で倭性・不稔の個
体が分離した．今回の隔離圃場試験では100個体の
栽培区を7区設けたが，そのすべての区でこの種の
個体の出現が観察された．このような個体は隣接し
て出現せず，隔離圃場内に離れて配置した全ての区
で比較的一様に出現し，また同じ圃場の他品種では
認められなかった．この種の個体と通常型の個体と
の中間型の個体は無かった．このため，この個体の
出現は環境変異による表現型変異や病原菌等の感染
による病徴ではないと考えられる．このような出現
の様式を考慮するとこの変異は突然変異に由来する
遺伝変異と考えられる．前世代の1個体に由来す
る集団で劣性ホモ突然変異個体の分離比がL7％で
あることは通常のメンデル遺伝からは説明ができな
いが，この個体が不稔であること，CT2の花粉稔性
がrチヨホナミ」よりやや低いこと，CT2の種子稔
性がrチヨホナミ」よりやや低いこと等を考慮する
と，この突然変異遺伝子をもっ配偶子が授精競争等
で排除されるような機構が考えられる．これにっい
ては，今後，個体選抜を継続し遺伝の状況を観察す
ることで確認する予定である．
　登熟期の後半でCT2個体では葉に褐色斑点が多量
に発生した．同様の斑点は同時期のrチヨホナミ」
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にもわずかに見られたがCT2ではその量が多かっ
た．この斑点はCT2の全個体に見られた．この原因
は本試験だけでは判断できないが，CT2の全個体に
一様に見られたこと，またCT2と同様に恒常的高発
現プローモーターで発現させたイネ・キチナーゼ遺
伝子を導入したイネを隔離圃場で栽培したところ類
似した褐色斑点が栽培終期の登熟期に見られた（矢
頭ら，未発表）ことからも，この現象は遺伝変異で
はなく外来遺伝子の高発現の影響である可能性が高
いと考えられる．
　CT2の玄米収量は「チヨホナミ」より約1割少な
かった．特に，充実した玄米が減少していた．一
方，成長期間の生育量を示す成熟期での藁重はCT2
と「チヨホナミ」では差異が見られなかったため，
登熟期まではCT2の生育はrチヨホナミ」と差異が
なかったものと考えられる．したがってCT2の玄米
収量の減少は玄米が充実する登熟期に植物体の同化
活性が低下したことを示している．これは登熟期後
半に葉に褐色斑点が発生したことと一致するため，
褐色斑点の発生による葉の活性低下に伴って植物体
の全体の活性が低下し，玄米の充実が劣ることにな
ったと考えられる．
　CT2に導入したエンバク・チオニン遺伝子は改変
した35Sプロモーターを用いて恒常的に高発現とな
るように形質転換ベクターを構築しており，
IW＆i，Tαα乙（7）らの調査ではエンバク・チオニン遺伝
子導入系統での導入遺伝子産物は子葉鞘で生体重
1gあたり最大で100μgにもなっていた．外来タン
パク質を細胞内で大量に産生することは，そのタン
パク質の抗菌性の生理活性を別としても，細胞に少
なからぬ負荷をかけると考えられる．しかしながら
CT2では植物体の乾物生産量は減少せず，充実した
玄米の収量が約1割の減少となったにとどまった．
したがってこのチオニン遺伝子の高発現自体は植物
体に大きな影響を与えていないと推定される．しか
し導入遺伝子によるタンパク質の発現を，恒常的高
発現ではなく組織特異的または誘導的な発現となる
ように，また発現量も病害抵抗性を発揮するのに必
要最低量となるように制御することによって，導入
遺伝子の発現が組換え植物の生産性に影響をほとん
ど与えないようにすることが可能であると考えられ
る．
2．環境に対する安全性評価
　今回の隔離圃場試験では，農林水産省の指針（16）に
示された環境に対する一連の安全性試験を行った．
rチヨホナミ」との比較において，前述のとおり出穂
期，穂揃い，収量，登塾期に出現する褐色斑点，玄
米重・形態等で差異が認められたが，これらを除く
と花粉稔性と種子稔性にわずかな差異が認められた
のみであり，直接的に環境に影響のある特性の調査
として行った有毒物質の産生性，土壌微生物相，雑
草の調査，昆虫相の調査等ではrチヨホナミ」との
差異は認められなかった．
　CT2の花粉による自然交雑率は出穂期がほぼ同じ
であるrチヨホナミ」の隣接個体で0％～0．28％で
あった．一般にノ砂on加品種である国内品種の自然
交雑率はイネ近縁野生種の0型鴛81のわθ7伽α，吻4加
型イネ，熱帯型1吻o痂oαイネ品種と比べて低いとい
われている．OECDのイネに関するコンセンサス文
書（17）に記載されている0拶㌶属の自然交雑率は0～
55。9％であり，また0解σs擁昭の自然交雑率は0～
3。6％である．本試験で得られた自然交雑率は，開
花期と桿長がほぼ同じ品種に対する交雑という自然
交雑に好適な条件下にあったにもかかわらず，
0解α属の中で，また0η詔5α吻αの中でも，最も低
いグループに属するものであった．
3．病害抵抗性
　本試験で供試したCT2系統は，細菌病抵抗性イネ
系統を作出する目的で細菌病に対する抗菌性タンパ
ク質であるチオニンタンパク質をコードする遺伝子
をイネに導入したものである．Iwai，T，〃¢よ（7）は温
室内でCT2の細菌病抵抗性検定を行い，幼苗段階で
のイネもみ枯細菌病およびイネ苗立枯細菌病に対す
る抵抗性を確認した．本試験では隔離圃場内に設置
した苗代で通常の育苗に近い状況で検定を行ったと
ころ，温室内検定と同様にイネもみ枯細菌病および
イネ立枯細菌病に明確な抵抗性が確認できた．しか
し，これらと同様に細菌による育苗期の病害である
イネ褐条病菌に対する抵抗性は認められなかった．
また本試験ではイネ白葉枯病抵抗性検定試験を自然
感染に近い噴霧接種検定と抵抗性検定の定法である
勢葉接種検定によって行ったが，いずれの場合にも
調査の範囲では病徴が原品種よりやや多い傾向が見
られた．この結果がCT2の抵抗性の低下を示すもの
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であるかどうかは今回の検定の範囲では確認できな
いが，少なくとも抵抗性の向上は認められないと考
えられる。
　Iwai，T6砂乙（7）は，イネ苗立枯細菌が種子伝染に
よって苗が感染するとまずイネの子葉鞘の細胞壁に
接するが，CT2では細胞壁に塩基性タンパク質であ
るチオニン蛋白質が吸着しているためCT2の幼苗が
抵抗性を発揮すると推定した．
　田部井（20）はイネ白葉枯病は，種子伝染はせず，本
田の灌概水系によって水媒伝染し，葉の排水組織の
水孔からイネの体内に侵入し導管を経由して体内に
広まることを報告した．CT2がイネ白葉枯病に対し
て抵抗性をもたなかったことの原因としては，チオ
ニン遺伝子の抗菌性特性の差異の可能性の他に，菌
のこのような感染機構が要因である可能性も推定さ
れる、
　一方，イネ褐条病菌の感染経路はイネもみ枯細菌
病およびイネ立枯細菌病と同じと考えられるため，
CT2で抵抗性が認められなかったことは菌の感染や
病原性の特性と抗菌タンパク質であるチオニンとの
相互関係の結果と考えられるが，詳細な原因は不明
である．
4．遺伝子変異および生理障害の除去
　供試したCT2では低い頻度で不稔で矯性の個体が
分離した．前述のとおり，これは導入遺伝子とは関
係のない培養突然変異であると推定されるため，今
後の系統選抜で容易に除去できると考えられる．出
穂日，穂揃い等の変異にっいては，培養突然変異の
可能性が推察されるものの，戻し交配等の方法によ
って導入遺伝子との関連を調査する必要がある．こ
れらの目的で，現在，戻し交配と後代検定を進めて
いる．
　CT2が抵抗性を示したイネ苗立枯細菌病およびイ
ネもみ枯細菌病は種子伝染性であり，保温した育苗
床では汚染種子からの2次感染で被害が助長される
ことを門田（9），畔上（1），内藤（15）および後藤（5）が確認し
ている。このため，これらの防除の目的ではエンバ
ク・チオニン遺伝子を発芽時の子葉鞘でのみ特異的
に高発現するプロモーターの支配下このエンバク・
チオニン遺伝子を接続し，幼苗期のみに抵抗性を発
現させるような導入ベクターの設計が効果的だと考
えられる．本試験でみられたCT2の登熟期後半の葉
の褐変，収量低下は導入遺伝子の本田での高発現の
影響である可能性が高いため，生育段階特異的に発
現させることで，このような障害をさけることがで
きると期待できる．これらの病原菌は，苗箱で感染
した苗の移植にともなって水田に運ばれた菌が，水
田で他の様に感染し増殖し，開花期にもみに侵入す
ることによって種子伝染する。このため，幼苗期に
充分な抵抗性を与えることで水田での感染も十分に
抑制できると考えられる，このような目的で，エン
バク・チオニン遺伝子を新たな形質転換ベクタいに
組み込み，組換え体の育成を行っている．
摘 要
　エンバク・チオニン遺伝子を導入した組換えイネ
系統（CT2）にっいて，隔離圃場で特性調査および
環境に対する安全性評価試験を行った．チオニンは
細菌に対する抗菌活性をもっタンパク質で，組換え
系統CT2は水稲品種rチヨホナミ」に恒常的高発現
プロモーターの支配下にエンバク由来のチオニン遺
伝子を高発現さるようにした系統である．これまで
の温室内試験と同様にCT2は隔離圃場でイネ苗立枯
細菌病に対する抵抗性が顕著であり，イネもみ枯細
菌病にも効果が認められたが，イネ褐条病とイネ白
葉枯病には効果はなかった．農林水産省が定めた指
針に基づく環境に対する安全性評価項目のうち，有
毒物質産生性，雑草性および環境（生態系）への影
響に関する試験項目では，CT2はrチヨホナミ」と
差異は認められなかった．したがってCT2の栽培が
環境に与える影響は原品種を栽培した場合と同様と
考えられる．一方，CT2はrチヨホナミ」に比べて
出穂期が2日早く，桿長がやや短く，玄米がやや長
粒，千粒重はやや重く，種子稔性がやや低く，玄米
収量がやや低下する等，形態特性，生育特性および
生殖・稔性特性の一部にわずかな差異が認められた．
各特性の調査からこれらの差異の一部は形質転換操
作に伴う突然変異と考えられ，また導入遺伝子の効
果と考えられた。これらの差異は環境へ影響を及ぼ
すものではないので，安全性評価結果には影響はな
いと考えられる．
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：Evaluation　ofAgronomic　Traits　and：Environmental
　　　　Risk　ofa　Transgenic　Rice　LineヲCT2，with　an
　　　　Oat　Thionin　Gene　in　an　Isolated　Paddy　Field．
　　Osamu　Yatou＊1，Fumiyoshi　Fukumoto＊1＊2，Hiroya　Higuchi＊1，
Masahiro　Oshima＊1，Tsuyoshi　Yamamoto＊1，Toshihiko　N＆kajima＊1，
　　　　　Koichi　Mori＊1，Takayoshi　Iwai＊3＊4and　Yhko　Ohashi＊3
Summary
　　　Atransgenicriceline，CT2，wasevaluated£oritsagronomic－traitsandenvironmentalriskinthe
iso1翫ted　pa（1dy　field　of　Hokuriku　Research　Center，National　Agricultural　Research　CenteL　CT2was　a
transgenic　rice　line　with　an　oat　thionin　gene　which　encodes　an＆nti－bacterial　protein，thionin．The
cloned　thionin　gene　was　connected　with　a　constitutive　high－expression　modified　CaMV35S　promoter
and　introduced　to　a　rice　cultivar”Chiyohonami’『by　Iw＆i　T．6オαZ（7）．The　trans£ormants　had　been
evaluated£or　their　resistance　to　bacterial　disease　in　an　isolated　green　house，and　were　shown　to
contain　improved　resistance　against　B幽hoJ4ε吻g％」％甥αθand　B％勅oJ4θ吻μ伽孟副ゼ．A　transgenic　Iine，
CT2，was　selected　among　the　resistant　trans£ormants　based　on　its　normal　growth　in　the　isolated　green
house£or　the　field　per£ormance　test　ofthis　report．
　　　In　this　evaluation　in　the　isolated　paddy　fi61d，CT2showed　the　obvious　resistance　againstβ．
g％」％郷α6andβψ」αn如短∫，αs　the　previous　evaluation　in　the　isolate（l　green　house。H：owever，the　resistance
against　another　bacteria，z4翻o”o名砿α”θ％α6＆ndX伽孟ho形onos　o解α6pv。o解α6，was　the　same（legree　as　in
the　original　cultivar．
　　　　In　the　risk　evaluation，there　were　not段ny　di鎚erence　between　CT2and．the　original　cultiv＆r　in
traits，whose　alteration　could　af£ect　the　possibility　of　escape　to　natural　environment　and　the　effect　to
surroun（ling　ecosystem．There£ore　the　environmental　ef£ect　resulted　from　the　cultivation　of　CT2would
be　the　same　as　ofthe　original　cultivar．
　　　　In　some　agronomic　traits，CT2showed　several　sIight　dif蜀erences　to　the　original　cultivaL　The
heading　date　was2days　earlier　than　the　original　cultivar，the　plant　height　was　slightly　lower，grains
hadl　slightly　Ionger　shape，grain　weight　was　slightly　larger，seed£ertility　was　slightly　lower，and　grain
yield　was10％10weL　Based　on　the　analysis　ofthe　observation　ofthese　traits，some　ofthese　dif£erences
were　considered　to　be　the　results　of　mutations　which　were　induced　during　the　trans£ormation
procedure　and　the　other　dif£erences　might　be　c＆used　by　the　intensive　expression　of　the　introduced
gene．However，these　dif£erence£ound　here　might　not　lead　to　the　dif£erence　in　the　environmental　ef蜜ect
of　CT2and　the　original　cultivar，because　the　dif£erences　were　small　and　in　every　traits　CT2had　Iesser
biological　activ重ty　Therefore，even　with　these　slight　differences，the　environmental　effect　of　CT2would
Received：20December，2002
＊1Hokuriku　Research　CenterシNational　Agricultural　Research　Center
＊2National　Agricultural　Research　Center£or　Hokkaido　Region
＊3National　Institute　of　Agrobiological　Sciences
＊4Miyagi　Prefectural　Agriculture　and　Horticulture　Research　Center
124 Bull．Natl。Agric．Res．Cent．2（2003．3）
not　be　dli鎚erent　to　the　original　cultivar．
　　　　To　remove　the（lisa（1vantage　of　constitutive　high－expression　of　an　alien　protein，thionin，in　rice　ce11，
use　of　a　promoter　which　con£ers　coleoptile　specific　high－expression　would　be　idea1，resulting　a　high
level　of　resistance　in　the　coleoptile　whichh　is　the　target　organ　of　the　bacteria．
